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論 文 内 容 要 旨
高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)は,温 和 な条 件 の も と短 時 間で す ぐれ た 分 離 が 得 られ
る点 に大 き な特 長 が あ る。 熱 安 定 性,揮 発 性 に乏 しい極 性 物 質 や 高 分 子 化 合 物 に も適 用 さ れ,そ
の広 い応 用 範 囲 は他 の 分 離 分 析 法 に類 を 見 な い。HPLCの ひ とつ の 欠 点 と され る 検 出 感 度 の問
、題 も,す ぐれ た検 出 器 の開 発 プ レあ る い は ポス トカ ラム法 に よ る巧 み な誘 導 体 化 の くふ うに よ
り解 決 が 図 られ る。 一 方,生 体 内 ス テ ロ イ ドは,体 液 中 に微 量 に しか 見 られ な い うえ,構 造 が 近
似 す る代 謝 産 物 と共 存 す るた め,信 頼 度 の高 い分 析 は通 常 きわ め て 困 難 で あ る。
そ こで,ヒ ドロキ シス テ ロ イ ドの けい 光 検 出HPLCに 用 い る 誘 導 体 化 剤 を 新 た に 開 発 し,プ
レカ ラ ム標 識 に よ り体 液 中 の コル チ コス テ ロ イ ド類 を 測 定 す る方 法 の確 立 を 企 て た 。
け い光 検 出HPLCに 用 い る ヒ ドロキ シ ス テ ロイ ドの誘 導体 化
ア ミノ,カ ル ボ キ シル,カ ル ボ ニ ル あ るい は チ オ ール化 合物 に 対 して は,各 種 検 出 器 に 適 用 さ
れ るす ぐれ た 誘 導 体化 剤 が す で に数 多 く提供 され て い る。 しか し,ア ル コ ール 性 ヒ ドロキ シ化 合
物 を対 象 とす る誘導 体 化剤 に は,い ま だ 見 るべ き もの に 乏 しい。 け い光 検 出 の 高 感度,高 選択 性
に着 目 し,発 け い 光 団 の ア ン トラセ ンに,反 応活 性基 と して カ ル ボ ニ ル ニ ト リル を 配 した9-
anthroylnitrile(9-AN)(1)お よ び ユーanthroylnitrile(1-AN)(2)の 合 成 を 試 み た 。
Anthracene-9一 お よ び1-carboxylicacidに,オ キ ザ リル ク ロ リ ドを作 用 させ て 酸 クロ リ
ドと し,こ れ を ヨ ウ化 亜 鉛 の存 在 下 ト りメ チ ル シ リル シア ニ ドと反 応 さ せ,9-AN並 び に1-








化 合 物 と容 易 に縮 合 して エ ス テ ル を与 え たが,そ れ ぞれ の け い光 極 大 波 長(460,470nm)で モ
ニ ターす ると き,そ の検 出限 界 は順 相 系 で10pg,逆 相 系 で は50pgと き わ め て 高 感 度 な 応答 を
示 した。
つ ぎ に,各 種 ヒ ドロキ シス テ ロイ ドを モ デ ル化 合 物 と しでr呪 差れ ち 誘 導 体 化 剤 の反 応 性 を検 討
し,Table1に 示 す結 果 を得 た。 いず れ も第1ア ル コー ル と定 量 的 に縮 合 して エ ス テ ル を生 成 し
た。 しか し,エ カ トリアル 性 の 第2ア ル コ ー ル と は,1-ANが13～53%の 収 率 で エ ス テ ル を






























































血 中 コル チ ゾ ール お よ び コ ル チ ゾ ンの 同 時定 量
9-ANは,2こ の ペ リ位 水 素 原 子 との立 体 障 害 の た め,ア シル 化 反 応 にお い て よ り高 い 選 択
性 が期 待 さ れ る。 コル チ ゾ ー ル(3)お よ び コル チ ゾ ン(4)を,9-ANと10%ト リエチル ア ミン/
ア セ トFニト リル 中反 応 させ た と こ ろ,21位 水 酸 基 の み と選 択 的 に縮 合 し,発 け い 光 性 あ21一(9-
anthroy1)誘 導 体 を生 、成した(Chart1)。
これ らは,カ ラム にCosmosil5SLを,移 動 相 に ヘ キ サ ン/酢 酸 エ チ ル(6:5)を 用 い る
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れ ら コル チ コイ ドの量 と 内部 標 準 物 質 プ レ ドニ ゾ ロ ンに対 す る ピー ク面 積 比 の 蘭係 を プ ロ ッ トし
た と ころ,1-50ngの 範 囲 で 直 線 性 が認 め られ た。
血 清 試 料100屍 を リ ン酸 緩 衝 液 で 希 釈 し,プ レ ドニ ゾ ロ ンを 加 え た の ち,Sep-pakC18カ ー
ト リッ ジを用 いて コ ル チ コ ス テ ロ イ ドの 固相 抽 出 を行 な った。 溶 出物 を9-ANに よ る誘 導 体 化
に付 し,CHnElutカ ー トリ ッ ジに通 導 して 過 量 の9-ANを 除 去 した の ちHPLCで 分 離 した。
本 法 に よ る血 清 添 加 コ ル チ コス テ ロ イ ドの回 収 率 は,90～98%と 満 足 し得 る成 績 で あ った。
HPLCに お け る ピー ク の 同定 は,保 持 値 のみ を基 礎 とす る こ とが 弱 点 と され て い る。 よ り信頼
度 の高 い 同定 を行 な うため,移 動 相 の 組 成 変 化 に伴 う溶 出挙 動 を標 品 の それ と 比 較 す る と共 に,
ピー ク面 積 比 の変 動 を 伴 せ て 検 討 した。 これ らの成 績 か らク ロ マ トグ ラム上 の ピー ク は,明 らか
に コル チ ゾ ール,コ ル チ ゾ ンで あ る こ とが 確 認 され た。
尿 中6β 一 ヒ ドロキ シ コル チ ゾー ル の 定 量
6β 一 ヒ ドロキ シ コル チ ゾ ール(6β 一〇HF)(5)は,薬 物 代 謝 能 の 指 標 と して グル コ 糖 酸 な
ど と共 に その 動 態 の 把 握 が 重 要 視 され る。 尿 中 レベル の 測 定 にCH
ZOH
は,イ ム ノ ア ッセ イの ほか 各種 ク ロマ トグ ラ フ ィ ーガ 用い られ,
HPLCも 試 み られ て い るが 解 決 され るべ き点 が 少 な くな い。
そ こで,9-ANを 用 い て プ レカ ラム 法 で21位 水 酸 基 を 選 択 的
に け い光 標 識 し,生 成 す る誘導 体 をHPLCで 分 離 定 量 す る方
法 の 開発 を企 て た 。







た と こ ろ,21位 水 酸基 に 選 択 的 な ア シル 化 が生 起 した 。 こ こに生 じた 誘 導 体 と内 部 標 準 物 質6α 一
ヒ ドロキ シ コル チ ゾ ール(6α 一〇HF)の 誘 導 体 は,Cosmosil5SL,ヘ キ サ ン/酢 酸 エ チル
(1=2)唱 を 用 い るHPLCで 良好 な分 離 を 示 し,け い 光 モ ニ タ ー(460nm)に よ る検 出 限 界は25pg
で あ った 。6β 一〇HFの 量 に対 し,6α 一〇HFと の ピ ー ク面 積 比 を プ ロ ッ トした と こ ろ,50～
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400ngの 範 囲 で 直線 性 が 認 め られ た 。
尿 中6β 一 〇HFの ク リー ン ア ップ に は,BondElutお よ びClinElutを 組 み 合 せ て 使 用 した。
ヒ ト尿 に一 定 量 の6β 一 〇HFを 添 加 し,回 収 率 を 求 め92～101%の 良 好 な 成 績 を 得 た。 健 常 人
6例 に つ い て尿 中 の6β 一 〇HFを 測定 し,平 均303μg/24hrとEIA法 に近 似 した値 を得 た が
本 法 の 妥 当 性 を 裏付 け る もの と考 え られ る。 因 み に,ク ロ マ トグ ラ ム上 の ピー ク の 同定 は,前 述
同様,移 動 相 の 組成 変 化 に伴 う溶 出挙 動,ピ ー ク面 積 比 の 結 果 に も とず いて 確 認 した。
血 中 デ キ サ メ サ ゾ ンお よ び コル チ ゾ ール の同 時 定 量
デ キ サ メ サ ゾ ン(6)は,多 岐 に わ た る合 成 ス テ ロ イ ド剤 の ひ とつ と.して,そ の抗 炎 症 作 用 ・リ
ンパ 球 抑 制 作 用 な どか ら臨床 的 に 広 く使 用 され て い る。 ま た,Cushing症 候 群 の 鑑 別 診 断 に も用
い られ,経 口服 用 後 コル チ ゾ 甲ル と共 に血 中濃 度 の 同時 測 定 が もと め られ る。 デ キ サ メサ ゾ ンの
定 量 に は,従 来 各種 ク ロマ トグ ラ フ ィーが 駆 使 され るが いず れ も問 題 点 が少 な くな い。前 述 同様,
9-ANを 用 い て2ヱ 位 水 酸基 を 選 択 的 に ア シル 化 後,け い光 検CH
ZOH
一出HPLCで 分 離 定 量 す る方 法 を 検 討 した 。
コル チ コス テ ロ イ ドを9-ANと アセ トニ トリル中 塩 基 の存 在
下 室 温 で反 応 させ た と ころ,21位 水 酸 基 に 対 し選 択 的 な ア シル
化 が 見 られ た。 こ こ に生 成 した エス テ ル と 内部 標 準 物 質 ト リア














移動 相 に ヘ キ サ ン/酢 酸 エ チ ル(7:5)を 用 い るHPLCに よりよ く分 離
けい 光 モ ニ タ ーす る と き20fmolの 検 出感 度 が 得 られ た。 デ キ サ メサ ゾ ン,コ ル チ ゾ ー ル
の 量 に 対 して ト リア ム シ ノ ロ ン ア セ トニ ドと の ピー ク面 積 比 を プ ロ ッ ト した と こ ろ,10～60ng
の 範 囲 で 直 線 関 係 が 認 め られ た。
血 清 試 料 の ク リー ン ア ップ に は,Sep-pakC18カ ー ト リッ ジが き わ め て 有 効 な こ とが 判 明 し
た 。 リン酸 緩 衝 液 で 希 釈 した 血 清 を カ ー トリ ッジ に通 導 し,洗 浄 後70%エ タノー ル で 目的 画 分 を
溶 出 した 。 これ を 誘 導 体 化,つ いで け い光 検 出HPLCに 付 し,す ぐれ た ク ロマ トグ ラ ム を得 た 。
本 法 に よ る添加 回 収 試 験 の 成 績 は89～106%で あ った 。
以 上,ア ル コ ール 性 水 酸 基 を対 象 と す る け い光 標 識 試 薬9-ANお よび1-ANを 開発 し,ピ ド
ロ キ シス テ ロ イ ドを モ デ ル化 合 物 と して そ れ らの反 応性 を 明 らか に した 。 これ らの うち,立 体 障
害 の よ り大 き い9-ANを 用 いて,21位 水 酸 基 を選 択 的 に プ レカ ラ ム法 で 誘 導 体 化 し,け い光 検
出HPLCに よ りコル チ ゾ ール,コ ル チ ゾ ン,6β 一 〇HF,デ キサメ サ ゾ ンを定 量 す る方 法 を考 案
した。 この と き,生 体 試 料 の ク リー ンア ップ に プ レパ ッ ク ・デ ィス ポ型 カ ラムの 使 用 が す こぶ る
有 効 な こ と を示 した。 今 回 確 立 した分 析法 は,臨 床 化 学 の 分 野 で 病 態 解 析 の 方 法 論 と して 今 後 大
き く役 立 つ も の と期 待 さ れ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 研 究 は,動 的 病 態 の解 析 を究 極 の 目標 と して,ヒ ドロキ シス テ ロ イ ド類 の けい 光検:出高 速 液
体 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー(HPLC)に 用 い る誘 導 体化 剤 を 開発 し,プ レカ ラム標 識 によ る体 液 中 コ
ル チ コス テ ロ イ ドの 微 量 分 析 法 の確 立 を 企 て た もの で あ る。
ま ず アル コ ール性 ヒ ドロキ シ化 合物 を対 象 ・と して,発 け い光 団 の ア ン トラセ ンに 反 応 活 性 基 の
カ ル ボ ニ ル ニ ト リル を 配 した 誘導 体化 剤 を 開発 した 。 す な わ ち,anthracene-9一 お よ び1-
carboxylicacidを 常 法 通 り酸 ク ロ リ ドと し,こ れ に ヨウ化 亜 鉛存 在 下 ト リメ チ ル シ リル シ アニ
ドを反 応 させ,9-an‡hroylnitrile(9-AN)お よ び1-anthroylnitrile(1-AN)を 合 成
した。
これ らは,ピ ドロキ シ化 合 物 と容 易 に縮 合 して発 け い光 性 の エス テ ル を与 え,け い光 検 出HP
LCに お け る検 出 限界 は10-50pgと き わ め て高 感 度 で あ る。 つ ぎ に各 種 ヒ ドロキ シス テ ロイ ド
を モ デ ル化 合物 に 用 いて 反 応 性 を 吟 味 した。9-AN,1-ANは,い ず れ も第1ア ル コ ール と定
量 的 に縮 合 して 工尽 テ ル を生 成 す るが 前 者 は第2ア ル コー ル との反 応 が極 度 に低 い 。 そ こで9-
ANを 用 い コル チ コス テ ロイ ドの2i位 水 酸 基 を選 択 的 に ア ンス ロイ ル化 し,け い 光 検 出HPLC
で 分離 定 量 す る方 法 の 開発 を試 み た。
まず コル チ ゾ ー ル,コ ル チ ゾ ンを対 象 に と りあ げ,誘 導 体 化 後Cosmosil5SL,ヘ キサ ン/酢
酸 エ チ ル を 用 い るHPLCに 付 し,分 離 定 量 す る条 件 を設 定 した。 血 清 試 料 の ク リー ンア ップには,
プ レパ ック ド ・カ ー ト リッ ジを用 い る手 法 が有 効 な こと を見 い 出 した。 本 法 に よれ ば血 清 中 コル
チ ゾー ル,コ ル チ ゾ ンの 同時 定 量 が20fmoleの 検 出感 度 で可 能 と な る。
つ ぎ に薬 物 代 謝 能 の指 標 と され る尿 中6β 一 ヒ ドロキ シ コル チ ゾ ー ル(6β 一 〇HF)を 分 析 対
象 に と りあ げ た。 さ き と同様6β 一 〇HFは,9-ANで2ユ 位 水 酸 基 が選 択 的 に ア ンス ロイル 化 さ
れ,6α 一 〇HFを 内部 標 準 物 質 と して信 頼 度 の 高 い 高感 度 定 量 法 が確 立 さ れ た 。血 中 デ キ サ メ サ
ゾ ン も,9-ANに よ るプ レ標 識 後 ト リア ム シ ノ ロ ンア セ トニ ド誘 導 体 を 内部 標 準 物 質 に用 い る
け い光 検 出HPLCに よ り コル チ ゾ ー ル と 同時 測 定 す る方 法 が 確 立 され た 。
以 上,本 論 文 は ア ル コール 性 ヒ ドロキ シ化 合 物 のす ぐれ た プ レカ ラ ム用 け い光 標 識 試 薬 を 開 発
し,コ ル チ コス テ ロイ ドの超 微 量 分 析 へ の応 用 を図 った もの で あ り,学 位 を授 与 す る に値 す る 内
容 と認 め る。
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